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2. JUSTIFICACIÓN 
El Decreto 1575 por el cual se establece el Sistema para la Protección y Control de la 
Calidad del Agua para Consumo Humano, en el Art 27 establece los Requisitos mínimos 
para la autorización de los laboratorios que realizan análisis de agua para consumo 
humano. Sin perjuicio de los demás requisitos exigidos por las demás autoridades 
competentes, el Ministerio de la Protección Social autorizará anualmente a los 
laboratorios que pueden realizar los análisis físicos, químicos o microbiológicos al agua 
para consumo humano, tanto para control como para vigilancia y diagnóstico general, 
los cuales deben cumplir como mínimo, con los siguientes requisitos: 
1. Infraestructura, dotación, equipos y elementos de laboratorio necesarios para realizar 
los análisis. 
2. Personal competente en esta actividad. 
3. Participar en el Programa Interlaboratorio de Control de Calidad del Agua Potable, 
PICCAP, que lidera el Instituto Nacional de Salud cuya inscripción es anual. 
4. Tener implementado un Sistema de Gestión de la Calidad y Acreditación por Pruebas 
de Ensayo ante entidades nacionales o internacionales que otorguen dicho 
reconocimiento. 
El laboratorio de Control de Calidad del Agua de Aguas y Aguas de Pereira (LCC) 
cumple con cada uno de estos requisitos sin embargo en acciones de mejora determinó 
que el método utilizado para la cuantificación de Fosfatos tenía problemas concurrentes 
en el Programa Interlaboratorio de Control de Calidad del Agua Potable, por tal razón 
se decide tomar acciones correctivas frente al mismo. 
La cuantificación de Fosfatos en el LCC se hace necesaria puesto que fosfatos 
condensados se añaden cuando el agua se utiliza para lavar ropa u otras limpiezas, ya 
que son los componentes principales de muchos preparados comerciales para la 
limpieza [2]. Los ortofosfatos aplicados como fertilizantes a la tierra cultivada agrícola o 
residencial y son arrastrados a las aguas superficiales con las lluvias [3]. Los fosfatos 
orgánicos  se forman principalmente en procesos biológicos y son aportados al 
alcantarillado por los residuos corporales, de alimentos y también se pueden formar a 
partir de los ortofosfatos durante procesos de tratamiento biológico o por recibir la carga 
biológica del agua. Los fosfatos pueden aparecer también en los sedimentos de fondos 
en cienos biológicos, tanto en formas inorgánicas precipitadas como incorporados a 
compuestos orgánicos [1]. 
En algunos países la agricultura genera solo el 20% de la contaminación por fósforo, la 
actividad humana es responsable del 60% y la industria del 20% restante, 
adicionalmente, el manejo inadecuado de las excretas animales en las producciones 
pecuarias contribuye al depósito de este elemento en el suelo [4,5]. 
El fósforo es esencial para el crecimiento de los organismos y puede ser el nutriente 
limitador de la productividad primaria de un cuerpo en el agua [6]. En los casos que 
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constituye el nutriente limitador del crecimiento, la descarga de aguas residuales brutas 
o tratadas, drenados agrícolas o ciertos residuos industriales a esa agua puede 
estimular el crecimiento de micro y macro organismos acuáticos en cantidades molestas 
[1], lo cual puede llevar a la eutrofización [7] disminuyendo la disponibilidad de O2 y 
poniendo en riesgo el equilibrio ecológico [4,8]. 
La determinación de fósforo en el agua es importante debido a que se debe controlar la 
cantidad de fosfatos que pueden llegar a los acuíferos produciendo problemas 
ambientales, la concentración máxima aceptable para fosfatos en agua es 0.5 mg/L en 
la República de Colombia, esta concentración está estipulada en la Resolución número 
2115 de 2007 por medio de la cual se señalan características, instrumentos básicos y 
frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para consumo 
humano. 
En la determinación de fósforo en agua se utilizan diferentes métodos de análisis 
estipulados en el Standard Methods for the examination of water and wastewater edition 
22, los cuales constan de: 
 
a. Métodos de digestión: Dado que el fósforo se puede presentar en combinación 
con materia orgánica, un método de digestión para determinar fósforo total debe 
ser capaz de oxidar la materia orgánica eficazmente para liberar el fósforo como 
ortofosfato. En el Standard Methods for the examination of water and wastewater 
edition 22 se ofrecen tres métodos de digestión. El método del ácido perclórico 
es el más drástico y lento, se recomienda solo para muestras especialmente 
difíciles como los sedimentos. El método del ácido nítrico – ácido sulfúrico se 
recomienda para la mayoría de las muestras. El método más sencillo, es el de la 
oxidación con persulfato. La oxidación con persulfato es complementada con luz 
ultravioleta para tener una digestión más eficiente [1]. 
 
b.  Métodos Colorimétricos: Se describen tres métodos para la determinación de 
ortofosfatos. La elección depende considerablemente de la concentración de 
ortofosfatos. El método del ácido Vanadomolibdofosfóricoo es comúnmente 
utilizado para análisis de rutina en el rango de 1 a 20 mg P/L. El de cloruro 
estañoso o el del ácido ascórbico son más adecuados para el rango de 0.01 a 6 
mg P/L [1]. 
 
En el laboratorio de control de calidad de la empresa de Aguas y Aguas de Pereira se 
utiliza como método de digestión la oxidación con persulfato y para la coloración se 
procede con el método de cloruro estañoso. 
El método del Cloruro Estañoso se basa en la reacción del fósforo contenido en la 
muestra como ortofosfato con el ácido molíbdico para formar el ácido 12-
molibdofosfórico según la reacción: 
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H3PO4 + 12 (NH4)2MoO4 + 21 H+↔ (NH4)3PO4∙12 MoO3 + 21 NH4+ + 12 H2O 
El ácido 12-molibdofosfórico es reducido por el cloruro de estaño a azul de molibdeno, 
compuesto de composición desconocida que contiene una mezcla de Mo (VI) y Mo (V), 
que absorbe a 690 nm. La intensidad del color azul formado depende de la 
concentración de fosfatos adicionados al heteropoliácido. El método es aplicable cuando 
el contenido de fósforo en las muestras se encuentra entre las concentraciones de 0,01 
mg P/L a 6,0 mg P/L [9,10]. 
Todo el fósforo contenido en la muestra debe estar como ión ortofosfato (PO4)3-, ya que 
el método espectrofotométrico es esencialmente específico para este ión. La materia 
orgánica de la muestra es destruida por medio de una digestión con persulfato de 
amonio y ácido sulfúrico, rompiendo  las ligaduras orgánicas del fósforo (C-P y/o C-O-
P), e hidrolizando los polifosfatos a ortofosfatos [9]. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
En el Laboratorio de Control de Calidad de la empresa Aguas y Aguas de Pereira se 
realizan análisis para la determinación de la calidad del agua suministrada a la población 
Pereirana y algunos alrededores, dentro de los parámetros de verificación realizados se 
encuentra estipulada la determinación de Fosfatos por el método de Cloruro Estañoso 
con digestión con Persulfato. 
Este método está presentado inconvenientes con el blanco utilizado en la técnica, 
puesto que este después de realizar el método 4500-P D   del Standard Methods for the 
examination of water and wastewater edition 22 (SM)  presenta coloración azul, 
indicando la presencia de fosfatos, lo cual no es adecuado puesto que un blanco es una 
muestra que posee los diferentes componentes de la muestra a analizar  excepto el 
analito  a evaluar con el fin de eliminar interferencia.  
Se sospecha de presencia de fosfatos en alguno de los reactivos o en el agua destilada 
utilizada para preparar el blanco, se pretende en el presente proyecto determinar y 
corregir la causa de la coloración del blanco.  
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4. OBJETIVOS 
 
4.1 OBJETIVO GENERAL 
Corregir la causa de la inadecuada coloración del blanco, utilizado para la determinación 
de Fosfatos. 
 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
● Realizar un análisis de causas con el fin de evidenciar los posibles 
inconvenientes que presenta el método. 
 
● Realizar el análisis de Fosfatos con diferentes patrones, variando reactivos con 
el fin de determinar si alguno está interfiriendo en la técnica. 
 
● Realizar el análisis de Fosfatos con diferentes marcas de reactivos con el fin de 
seleccionar la más adecuada.  
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5. MARCO TEÓRICO 
 
 
5.1 EL AGUA 
 
 
Ilustración 5-1 Molécula del agua 
 
El agua cubre más del 70 % de la superficie del planeta; se la encuentra en océanos, 
lagos, ríos, en el aire, en el suelo. Es la fuente y el sustento de la vida, contribuye a 
regular el clima del mundo y con su fuerza formidable modela la Tierra. Posee 
propiedades únicas que la hacen esencial para la vida. Es un material flexible, es un 
solvente extraordinario por la variedad de sustancias que puede disolver; es un reactivo 
ideal en muchos procesos metabólicos; tiene una gran capacidad calorífica y, por lo 
tanto, un cuerpo de agua puede tener un efecto estabilizante sobre la temperatura de 
las regiones geográficas cercanas. Tiene la propiedad de expandirse cuando se 
congela, hecho que permite que el hielo flote. Los océanos dan cuenta de casi  el 97,5 
% del agua del planeta. Únicamente un 2,5% es agua dulce. Los glaciares, la nieve y el 
hielo de los cascos polares representan casi el 80% del agua dulce, el agua subterránea 
19% y el agua de superficie accesible rápidamente sólo el 1%. Esta baja cantidad de 
agua de superficie fácilmente accesible, se encuentra principalmente en lagos (52%) y 
humedales (38%) [10]. 
 
5.1.1 Composición química del agua 
Fueron Cavendish y Lavoisier en 1780 los primeros en demostrar que el agua estaba 
compuesta de oxígeno e hidrógeno. Posteriormente Humboldt y Gay-Lussac en 1805, 
determinaron  que la relación volumétrica  entre  H y O era de 2 a 1. Por último, Dumas 
en 1841 comprobó que la relación al peso entre estos elementos era aproximadamente 
de 2 a 16. Fue así como quedó establecido que la molécula de agua estaba constituida 
por H2O. 
La simplicidad de este concepto tan ampliamente conocido es, sin embargo, sólo 
aparente, pues en realidad la estructura molecular del agua es extraordinariamente 
compleja, y aún no bien comprendida [11]. 
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5.1.2 Las impurezas del agua 
El agua en su forma molecular pura no existe en la naturaleza, por cuanto contiene 
substancias que pueden estar en suspensión o en solución verdadera según el tamaño 
de disgregación del material que acarrea. Por otra parte, de acuerdo con el tipo de 
impurezas presentes, el agua puede aparecer como turbia, coloreada o ambas [11]. 
 
5.1.3 Contaminación 
Por contaminación de agua entendemos la adición de sustancias a un cuerpo de agua 
que deteriora su calidad, de forma tal que deja de ser apto para el uso que fue 
designado. La materia extraña contaminante puede ser inerte como los compuestos de 
plomo o mercurio o viva como los microorganismos. En su sentido amplio, podemos 
definir contaminación de agua como: hacer que las aguas no sean aptas para algún uso 
particular. Mientras que para un ama de casa, contaminación de agua puede significar 
mal sabor, malos olores o que el agua cause enfermedades intestinales, no así lo 
visualiza un industrial o un agricultor. Para un industrial, contaminación de agua puede 
significar el que se afecte la tubería de la caldera de su industria y para un agricultor el 
que el agua contenga cantidades extraordinarias de sal que no permita su uso para riego 
o para consumo animal. El concepto de contaminación de agua es relativo y está 
íntimamente relacionado con el uso propuesto del agua [12]. 
El agua potable no solo se contamina de forma natural por microorganismos, sino 
también por diferentes sustancias o por otras vías que involucran actividades humanas. 
El agua se contamina naturalmente por algunas sustancias o por elementos libres como 
el sodio, el potasio, el cobre, el hierro, el calcio y el selenio. Las sustancias introducidas 
por las actividades humanas incluyen sales, residuos de hidrocarburos derivados del 
petróleo, solventes provenientes de la industria y la agricultura, así como lixiviados de 
depósitos de basura, letrinas y pozos negros. 
Algunas actividades agrícolas dependientes de altos insumos pueden contribuir de 
forma significativa a la contaminación del agua, debido a las cantidades de fertilizantes 
y plaguicidas aplicados anualmente. En el caso de la utilización de fertilizantes, 
frecuentemente hay un volumen de nitrógeno residual no asimilado por las plantas y que 
por lixiviación se conduce hasta la zona de saturación de agua, donde se acumula en 
forma de nitratos. También, los lixiviados de estiércol de ganado contribuyen a la 
contaminación de las aguas subterráneas por medio de los nitratos. Además de este 
anión, es frecuente encontrar en el agua potable otros aniones como los cloruros y los 
sulfatos [13]. 
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5.1.4 Calidad del agua 
Es el resultado de comparar las características físicas, químicas y microbiológicas 
encontradas en el agua, con el contenido de las normas que regulan la materia [14]. 
 
5.1.5 Deterioro de la calidad del agua 
El deterioro de la calidad del agua es un gran problema que va en aumento, y es 
considerado uno de los principales problemas ambientales. Las principales causas, 
tanto para el agua dulce como la salada, son los vertidos incontrolados de las aguas 
residuales urbanas e industriales, muchas veces sin tratamiento, así como las prácticas 
agrícolas deficientes. La contaminación atmosférica, la acumulación de sustancias 
químicas en suelos y sedimentos, el exceso de bombeo de aguas subterráneas, la 
minería y otras industrias de extracción, la destrucción de zonas pantanosas, también 
contribuyen a su deterioro. Los principales efectos que produce el agua contaminada en 
el medio ambiente son: contaminación microbiológica del agua, con la transmisión 
hídrica de enfermedades; pérdida de los ecosistemas acuáticos; riesgo de infecciones 
crónicas en el hombre, asociadas a la contaminación química; pérdida de la capacidad 
productiva en suelos regados, a causa de procesos de salinización: pérdida de la 
reserva de proteínas de los peces; pérdida de suelos por erosión. Se puede considerar 
que casi todos los usos pueden contaminar el recurso y convertirlo en no disponible para 
otros usos, siendo indispensable un tratamiento. 
Hay que considerar que no todos los problemas de calidad de agua son únicamente 
consecuencia del impacto del hombre. Las características geoquímicas naturales 
pueden aportar cantidades elevadas de hierro reducido, fluor, arsénico y sales a las 
aguas subterráneas, reduciendo su uso como agua de bebida. Las erupciones 
volcánicas y sus consiguientes torrentes de lava, las inundaciones y sequías pueden 
provocar un deterioro local y regional del ambiente acuático. No obstante, cualquiera de 
estos eventos, impacta menos que cualquier actividad desarrollada por el hombre. 
Los principales contaminantes son: amplia gama de compuestos orgánicos e 
inorgánicos procedentes de fuentes puntuales urbanas, industriales, mineras, áreas 
militares, vertederos de escombros (basureros) y de procesos de acidificación. En el 
caso de las aguas subterráneas, cabe mencionar también lixiviación de nitratos y 
plaguicidas, sales originadas por intrusiones de origen marino; sales procedentes del 
uso de aguas salinas para regar y para aguas superficiales: compuestos orgánicos e 
inorgánicos procedentes de áreas de ganadería; nutrientes de origen difuso, en áreas 
agrícolas y urbanas; contaminantes derivados de problemas de eutrofización; 
filtraciones de embalses. En todos los casos el exceso de captación contribuye a 
incrementar los efectos de la contaminación [10]. 
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5.1.6 Legislación 
 
5.1.6.1 Agua potable 
La normatividad del agua potable en Colombia se rige por la Resolución 2115 del  2007 
Ministerio de la Protección Social Colombia  por  medio de la cual se señalan 
características, instrumentos básicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia 
para la calidad del agua para consumo humano. En el cual  los fosfatos se encuentran 
clasificados en el cuadro N° 4  como elementos y compuestos químicos que tienen 
implicaciones de tipo económico e indirectas sobre la salud humana expresada como 
PO4-3 con un valor máximo aceptable  de 0.5 mg/L. 
 
5.1.6.2 Agua cruda 
La normatividad para el agua cruda para la destinación de recurso humano y domestico 
se encuentra en el decreto 1594 de 1984 Nivel Nacional Colombia capitulo IV (de los 
criterios de calidad para la destinación del recurso) art 38, en el cual no se hace 
referencia a un valor límite de fosfatos.  
 
5.1.6.3 Agua Residual 
La normatividad para los vertimientos se encuentra estipulada en el decreto 1594 de 
1984 Nivel Nacional Colombia capítulo VI (Del vertimiento de los residuos líquidos), en 
el cual no se determina cantidad límite de fosfatos en aguas residuales. 
 
5.2 FOSFATOS 
 
 
 
 
 
 
El fósforo se encuentra en aguas naturales y residuales casi exclusivamente como 
fosfatos, los cuales se clasifican en ortofosfatos, fosfatos condensados (piro-, meta-y 
otros polifosfatos) y fosfatos orgánicos. Estas formas de fosfatos surgen de diversidad 
de fuentes [1]. 
Ilustración 5-2 Molécula del Fosfato 
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5.2.1 Importancia 
 
El fósforo interviene en casi todas las reacciones químicas, ya sea en compuestos 
minerales como en combinaciones orgánicas (lecitina, fitinas, proteínas) [15]. El fósforo 
forma parte de los fosfolípidos de membrana, de los nucleótidos que conforman el ARN 
y el ADN, y también de los enlaces de alta energía de moléculas como ATP y GTP y 
segundos mensajeros (AMPc, GMPc); además, puede actuar como regulador de 
diversas enzimas [16]. En conjunto con el Calcio y la Vitamina D, ayudan al metabolismo 
del sistema neuromuscular estriado y liso, ayuda  a la estructura del hueso y dientes, a 
la función del sistema nervioso y equilibrio energético, al crecimiento y restauración ósea 
y muscular, facilita el metabolismo de grasa y carbohidratos [17]. 
El 85% del fósforo corporal se encuentra en el esqueleto mientras que el 15% restante 
se distribuye en los tejidos blandos. El fosfato plasmático, que interviene en casi todos 
los procesos metabólicos, se compone también de tres fracciones: unido a proteínas 
(12%), ionizado (55%) y formando complejos (35%) [18]. 
En las plantas entra dentro de la composición del fosfolípidos y del ácido nucleico. La 
falta de fósforo reduce la producción de granos y semillas y su deficiencia disminuye el 
valor alimenticio de estos. El hombre adquiere el fósforo de las plantas, directa o 
indirectamente a través de los animales. Las plantas lo absorben de la solución del 
suelo, o fase acuosa del suelo, así como la mayoría de los demás elementos [15]. 
 
5.2.2 Importancia de la determinación de fósforo 
Teniendo en cuenta la importancia  del fósforo como nutriente, su determinación es 
necesaria en estudios de polución de ríos, lagos y embalses, así como en los procesos 
químicos y biológicos de purificación y tratamiento de aguas residuales. 
La descarga de 1 g de fósforo, en un lago puede permitir la formación de más de 100 g 
de biomasa (materia orgánica), la cual puede representar una DBO de 150 g de oxígeno 
para su oxidación aerobia completa, además de los problemas de eutrofización y 
crecimientos de fitoplancton.  
Todas las formas de fósforo pueden existir en solución verdadera o como material 
suspendido. 
Los polifosfatos se usan como llenantes de detergentes y en tratamiento de aguas para 
prevenir la precipitación del CaCO3 en soluciones sobresaturadas. En el agua tienden a 
hidrolizarse en ortofosfatos, los cuales son un nutriente importante de organismos 
fotosintéticos en fuentes receptoras. 
En general, en aguas naturales la concentración de fosforo es baja, de 0.01 a 1mg/L-P; 
en aguas residuales domésticas varía normalmente entre 1-15 mg/L; en aguas de 
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drenaje agrícola entre 0.05-1 mg/L-P y en aguas superficiales de lagos entre 0.01-0.04 
mg/L-P. 
Una composición típica, en cuanto a las formas  de fósforo, en un agua residual 
doméstica puede ser la siguiente: ortofosfatos 5mg/L-P; tripolifosfatos 3 mg/L-P; 
pirofosfatos 1mg/L-P, y fosfatos orgánico menos de 1 mg/L-P [19]. 
 
5.2.3 Problemáticas en el agua por exceso de fosfatos 
El exceso de fosfatos principalmente en aguas residuales conlleva a la eutrofización la 
cual consiste en un desarrollo excesivo de algas en una masa de agua superficial 
estancada que origina una alteración de sus características fisicoquímicas iniciales. Los 
responsables de este fenómeno son principalmente los nutrientes para los organismos 
vegetales, que ven incrementada continuamente su concentración en las aguas 
continentales como consecuencia de los vertidos de aguas residuales provenientes de 
actividades antrópicas [20]. 
Este proceso resulta del aumento de nutrientes limitantes, principalmente nitratos y 
fosfatos que proporcionan un desarrollo exagerado de fitoplancton y plantas acuáticas 
[21]. La ocurrencia de procesos eutróficos, estimularía el crecimiento excesivo de los 
productores primarios fotosintéticos, ocasionando la reducción del oxígeno disuelto en 
el agua cuando el material vegetal se descompone acarreando con esto la posible 
muerte de otros organismos, suponiendo incluso un peligro potencial para la salud de 
los usuarios [22]. 
 
5.3 DETERMINACIÓN DEL FÓSFORO 
La determinación de fósforo en agua potable y residual adoptada por el  LCC se 
encuentra en el método 4500-P   del Standard Methods for the examination of water and 
wastewater edition 22 y consta de dos pasos. El primero es la digestión en donde se 
llevan todos los tipos de fósforo presentes en el agua a orto fosfatos y el método de 
coloración el cual permite determinar la concentración de estos ortofosfatos.  
La separación del fósforo, en sus diferentes formas se define analíticamente pero se 
han seleccionados las diferenciaciones analíticas de modo que puedan utilizarse con 
fines interpretativos. 
La filtración a través de un filtro de membrana de 0.45 µm de diámetro del poro separa 
las formas disueltas del fósforo de las suspendidas. No se pretende que esa filtración 
sea una separación real de las formas suspendidas y disueltas del fósforo; es solo una 
técnica analítica cómoda y repetible destinada a conseguir una separación a groso 
modo. 
Los fosfatos que responden a las pruebas colorimétricas sin hidrólisis o digestión 
oxidante previas en la muestra se denominan “fósforo reactivo”, el cual es gran parte 
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una medida del orto fosfato, aunque es inevitable que una pequeña fracción de algún 
fosfato condensado este presente. 
La hidrólisis ácida a la temperatura de ebullición del agua transforma los fosfatos 
condensados, disueltos y en partículas en orto fosfatos disueltos.   
Para la determinación del fósforo total se debe realizar primero un proceso de digestión 
el cual debe ser eficaz para oxidar la materia orgánica liberando el fósforo como 
ortofosfato, se presentan los siguientes métodos de digestión: 
● Digestión con ácido perclórico 
● Digestión con ácido sulfúrico-ácido nítrico  
● Digestión con persulfato  
 
Tras la digestión se determina el fósforo total por alguno de los siguientes métodos 
colorimétricos. 
 
● Método colorimétrico del ácido vanadomolibdofosfórico. 
Principio: En una solución diluida de ortofosfato, el molibdato amónico reacciona en 
condiciones ácidas para formar un heteropoliácido, ácido molibdofosfórico. En presencia 
de vanadio, se forma ácido vanadomolibdofosfórico amarillo. La intensidad de color 
amarillo es proporcional a la concentración de fosfato [1]. 
 
● Método de cloruro estañoso 
Principio: Se forma ácido molibdofosfórico que se reduce con el cloruro estañoso a azul 
de molibdeno de color intenso. Este método es más sensible que el Método colorimétrico 
del ácido vanadomolibdofosfórico y posibilita la determinación de hasta 7 µg P/L 
utilizando un recorrido de luz más largo. Por debajo de 100  µg P/L se puede aumentar 
la fiabilidad y reducir las interferencias con un paso de extracción [1].  
 
● Método de ácido ascórbico 
Principio: El molibdato amónico y el tartrato de antimonio potásico reacción en medio 
ácido con ortofosfato para formar un ácido heteropoliácido fosfomolibdico que se reduce 
a azul de molibdeno, de color intenso por el ácido ascórbico [1]. 
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5.4 FUNDAMENTO DE LAS TÉCNICAS DE ANÁLISIS 
 
5.4.1 Análisis Colorimétrico 
Su principio se basa en que el analito forma un compuesto  con características de color 
definido y en magnitud directamente proporcional al mismo. Las soluciones del 
compuesto o complejo coloreado deben tener propiedades que cumplan la ley de Beer 
y la ley de Lambert [19]. 
 
5.4.1.1 Ley de Lambert 
La ley de lamber o ley de Bouger relaciona la absorción de luz con la profundidad o 
espesor de la solución coloreada. La ley establece que cada capa de igual espesor 
absorbe una fracción igual de la luz que la atraviesa. Por lo tanto, cuando un rayo de luz 
monocromática pasa a través de un medio absorbente, su intensidad decrece 
exponencialmente a medida que la longitud del medio aumenta. Es decir, 
 
Ecuación 5-1 Ley de Lambert 
 
T =  
I
I0
= 10−KL 
 
Ecuación 5-2 Ley de Lambert 
 
A = log (
1
T
) = log (
I
I0
) = KL 
 
Dónde: 
I0= Intensidad de luz que penetra la solución 
I = Intensidad de luz que abandona la solución 
L= Longitud de la capa absorbente 
K= Constante de la solución  
T= Transmitancia de la solución [19]. 
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5.4.1.2 Ley de Beer 
La ley de Beer relaciona la concentración de la solución con la absorción de luz. La ley 
establece que la intensidad de un rayo de luz monocromática decrece exponencialmente 
con el aumento de la concentración del medio absorbente. Es decir, 
 
Ecuación 5-3 Ley de Beer 
T =  
I
I0
= 10−kc 
 
Ecuación5-4 Ley de Beer 
A = log (
I
I0
) = kc = abc 
 
Dónde: 
k = Constante para la solución 
c = Concentración de la solución 
a = Absortividad, constante para una solución y longitud de onda especifica 
b = Longitud de trayectoria de luz 
 
Resumiendo, en todo elemento que obedezca la ley de Beer, la concentración del 
elemento en la muestra es proporcional a la absorbancia, densidad óptica o log (1/T). 
 
En general todo material homogéneo obedece la ley de lambert. Para determinar si un 
compuesto o solución coloreada obedece la ley de Beer se preparan una serie de 
estándares o muestras en el intervalo de concentración deseada y se somete a un 
ensayo en un colorímetro fotoeléctrico  o espectrofotómetro.  
 
Si en términos de absorbancia contra concentración se obtiene una línea recta la 
solución obedece a la ley de Beer [19]. 
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5.5 VALIDACIÓN  
La validación de un método puede definirse como el proceso de definir una necesidad 
analítica y confirmar que el método en cuestión tiene capacidades de desempeño 
consistentes con las que requiere la aplicación. Está implícita la necesidad de evaluar 
las capacidades de desempeño del método. 
Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parámetros de 
desempeño son adecuados para el uso en un problema analítico específico. 
El laboratorio tiene que decidir cuáles de los parámetros de desempeño del método 
necesitan caracterizarse con el fin de validar el método. La caracterización del 
desempeño del método es un proceso costoso pero puede restringirse inevitablemente 
por consideraciones de tiempo y costo. Al empezar con una especificación analítica 
considerada cuidadosamente, se tiene una buena base sobre la cual planear el proceso 
de validación, pero se sabe que en la práctica esto no siempre es posible. El laboratorio 
deberá hacer lo mejor que pueda con las restricciones impuestas, tomando en cuenta 
las necesidades del cliente, la experiencia existente sobre el método y la necesidad de 
compatibilidad con otros métodos similares que ya estén en uso dentro del laboratorio 
o en otros laboratorios. Algunos de los parámetros pudieron haber sido determinados 
aproximadamente durante la etapa de desarrollo del método. A menudo una serie 
específica de experimentos proporcionará información sobre varios parámetros, así que, 
con una planeación cuidadosa puede minimizarse el esfuerzo requerido para obtener la 
información necesaria  [23]. 
 
5.6 TÉRMINOS RELATIVOS A HERRAMIENTAS DE VALIDACIÓN  
Blancos: El Uso de varios tipos de blancos permite evaluar qué tanto de la señal medida 
es atribuible al analito y que tanto se debe a otras causas. Varios tipos de blanco están 
disponibles para el usuario. 
Blancos de reactivos: Los reactivos usados durante el proceso analítico (incluyendo 
los disolventes usados para la extracción y la disolución) se analizan por separado con 
el fin de ver si contribuyen o no a la señal de medición. La señal de medición que surge 
del analito puede entonces ser corregida adecuadamente.  
Blancos de muestra: Son esencialmente matrices sin analito. Son difíciles de obtener 
pero son necesarios para contar con una estimación realista de las interferencias que 
pueden encontrarse en el análisis de las muestras de prueba. 
Muestras / materiales de prueba: Los materiales de prueba tomados de muestras 
reales son útiles debido a la información que proporcionan sobre las interferencias etc., 
que pueden encontrarse realmente en el trabajo diario. Si el contenido verdadero del 
analito de un material se conoce con exactitud, entonces puede utilizarse para evaluar 
la exactitud del método. Sin embargo, el contenido real del analito es usualmente difícil 
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de determinar a menos que exista la posibilidad de usar otros métodos para los cuales 
se sabe que presentan un sesgo despreciable. 
Materiales / disoluciones fortificados: Éstos son materiales o disoluciones que han 
sido fortificados con el (los) analito (s) de interés. La fortificación se realiza por adición 
(“spiking”). Estos materiales o disoluciones pueden contener ya al analito de interés, así 
que debe tenerse cuidado de que la fortificación no conduzca inadvertidamente a niveles 
fuera del intervalo de aplicación del método. 
Materiales adicionados: La adición (“spiking”) no debe restringirse necesariamente al 
analito de interés. Podría incluirse la adición de cualquier sustancia con la finalidad de 
medir el efecto de la adición. Por ejemplo, la muestra puede adicionarse con diferentes 
cantidades de una interferencia específica con el fin de evaluar a que concentración de 
la interferencia se afecta adversamente la determinación del analito. La naturaleza de la 
sustancia adicionada (“spike”) debe estar identificada 
Patrones (de medición): Cuando el término “patrón” se usa para referirse a sustancias 
que se utilizan con propósitos de calibración o de identificación, es conveniente referirse 
a dichas sustancias como patrones de medición o calibrantes (N. de T. es más 
conveniente referirse a ellas como “materiales de referencia”). Tradicionalmente se 
piensa que los “materiales de referencia” son disoluciones de una sola sustancia, pero 
en la práctica puede ser cualquier material en el que un parámetro o una propiedad se 
han caracterizado al punto de que puede ser usado para propósitos de calibración o de 
referencia. El término patrón incluye dispositivos en los cuales puede calibrarse un 
amplio intervalo de parámetros físicos (por ejemplo, termómetros calibrados). 
Estrictamente, éstos son patrones físicos. 
Materiales de referencia: Es común confundir el término materiales de referencia con 
materiales de referencia certificados. Un material de referencia puede ser virtualmente 
cualquier material tomado como base de referencia y puede incluir reactivos de 
laboratorio de pureza conocida, sustancias químicas industriales u otros artefactos. La 
propiedad o el analito de interés, deben ser estables y homogéneos pero el material no 
necesita tener un alto grado de caracterización o trazabilidad y certificación, 
características más propiamente asociadas a los materiales de referencia certificados. 
Materiales de referencia certificados: la caracterización del parámetro de interés en 
un material de referencia certificado generalmente es controlada más estrictamente que 
para un material de referencia. Además, el valor caracterizado  se certifica con una 
incertidumbre establecida por una institución reconocida. La caracterización 
normalmente se realiza usando varios métodos para que cualquier sesgo en la 
caracterización se reduzca o se elimine, tanto como sea posible [23]. 
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5.7 TÉRMINOS RELATIVOS A LOS MÉTODOS DE MEDICIÓN 
 
 5.7.1 Exactitud: Cercanía del acuerdo entre un resultado de ensayo o resultado de la 
medición y el valor verdadero. 
5.7.2 Sesgo: Diferencia entre el valor esperado de un resultado de ensayo o de un 
resultado de medición y un valor verdadero. 
5.7.3 Veracidad: Cercanía del acuerdo entre el valor esperado de un resultado de 
ensayo o de un resultado de medición y un valor verdadero [24]. 
5.7.4 Repetibilidad (de los resultados de las mediciones): Precisión en condiciones 
de repetibilidad, es decir, condiciones según las cuales los resultados independientes 
de una prueba se obtienen con el mismo método, sobre objetos de prueba idénticos, en 
el mismo laboratorio, por el mismo operador, usando el mismo equipo y dentro de 
intervalos de tiempo cortos. 
5.7.5 Límite de detección: Señal de salida o valor por encima del cual se puede afirmar 
con un nivel de confianza establecido, por ejemplo del 95 %, que una muestra es 
diferente de la muestra que contiene el blanco sin el analito de interés. 
5.7.6 Límite de cuantificación: La menor concentración de un analito que puede 
determinarse con una precisión (repetibilidad) y una exactitud aceptables bajo las 
condiciones establecidas de la prueba [23]. 
5.7.7 Corrida analítica: Grupo de mediciones u observaciones llevadas a cabo 
conjuntamente, ya sea en forma simultánea o secuencial sin interrupción, con el mismo 
instrumento y el mismo analista, usando los mismos reactivos. 
5.7.8 Grupo de análisis: Grupo de mediciones u observaciones de patrones, muestras 
o soluciones de control, o ambas, que han sido llevadas a cabo conjuntamente en todos 
los procedimientos, ya sea en forma simultánea o secuencial, por los mismos analistas, 
usando los mismos reactivos, equipos y calibración [24]. 
5.7.9 Reproducibilidad: Grado de concordancia entre los resultados de las mediciones 
en el mismo elemento mensurado realizadas bajo condiciones de medición alteradas 
[25]. 
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5. 8 TÉRMINOS RELATIVOS A LOS RESULTADOS DE LAS MEDICIONES 
 
5.8.1 Error de la medición: Resultado de un ensayo menos el valor verdadero o 
resultado de una medición menos el valor verdadero. 
5.8.2 Error sistemático del resultado: Componente del error del resultado que en el 
transcurso de varios resultados de ensayo o resultados de medición para la misma 
característica o magnitud permanece constante o varía de una forma predecible. 
5.8.3 Error aleatorio del resultado: Componente del error del resultado que varía de 
una manera impredecible en el transcurso de varios resultados de ensayo o resultados 
de medición para la misma característica o magnitud. 
5.8.4 Valor verdadero: Valor que caracteriza una magnitud o característica 
perfectamente definida en las condiciones que existen cuando se considera esa 
magnitud o característica cuantitativa 
5.8.5 Valor verdadero convencional: Valor de una magnitud o característica 
cuantitativa que para un propósito dado se puede reemplazar por un valor verdadero. 
5.8.6 Valor de referencia aceptado: Valor que sirve como una referencia acordada 
para comparación [24]. 
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6. METODOLOGÍA 
 
 
6.1 ANALISIS DE CAUSAS 
Para darle inicio a la determinación de la causa de la inadecuada coloración del blanco, 
se basaran las hipótesis de las posibles causas en EL DIAGRAMA CAUSA-EFECTO.  
El diagrama causa-efecto es una herramienta de análisis que nos permite obtener un 
cuadro, detallado y de fácil visualización, de las diversas causas que pueden originar un 
determinado efecto o problema. Suele aplicarse a la investigación de las causas de un 
problema, mediante la incorporación de opiniones de un grupo de personas directa o 
indirectamente relacionadas con el mismo. Por ello, está considerada como una de las 
7 herramientas básicas de la calidad, siendo una de las más utilizadas, sencillas y que 
ofrecen mejores resultados. El diagrama causa-efecto se conoce también con el nombre 
de su creador, el profesor japonés Kaoru Ishikawa (diagrama de Ishikawa), o como el 
“diagrama de espina de pescado.  
Debe quedar claro que el diagrama causa-efecto no es una herramienta para resolver 
un problema, sino únicamente explicarlo, esto es, analizar sus causas (paso previo 
obligado si queremos realmente corregirlo) [26]. 
Los pasos a seguir a la hora de analizar un problema mediante la técnica del diagrama 
causa-efecto son los siguientes: 
 Se determina inequívocamente el problema a analizar. Debe ser un problema 
concreto, aunque puedan intervenir diversas causas que lo expliquen. 
 Determinar la persona o el grupo de personas que deben intervenir en el análisis. 
Normalmente serán personas relacionadas con el problema directa o 
indirectamente, de forma que todas ellas puedan aportar ideas. 
 Escribir opiniones de forma ordenada, sobre las posibles causas que se 
identifican para dicho problema  
 Una vez agotadas las opiniones se dibuja el diagrama base para poder escribir 
en ella todas las causas posibles. 
 En el triángulo de la “cabeza del pez” se escribe el problema considerado. 
 A continuación, se identifican los factores o grupos de causas en que éstas 
pueden clasificarse. A cada uno de estos factores se les asigna una flecha que 
entronca en la “espina” principal del pez. 
Habitualmente, los factores suelen estar predefinidos como las “4 emes” o “5 emes”, 
dependiendo del contexto: 
1ª M: Máquinas 
2ª M: Mano de obra 
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3ª M: Método 
4ª M: Materiales 
5ª M: Medio (entorno de trabajo) 
 Se asigna cada una de las causas identificadas a uno de los títulos o conjuntos 
de causas definidos, utilizando flechas paralelas a la “espina” central y 
escribiendo de nuevo la causa al lado de cada flecha. 
 Durante el proceso, pueden aparecer causas que lo sean, a su vez, de otras 
causas. Cuando esto sucede, pueden añadirse flechas que entronquen estas 
“subcausas” con las correspondientes a las causas principales, y así 
sucesivamente. 
 De esta forma, se ramifica el diagrama de forma directamente proporcional a la 
capacidad del grupo de encontrar causas para el problema planteado. 
 Finalmente, se determina cuál es el orden de importancia de las causas 
identificadas. Estas serán las primeras  contra las que se deberá actuar. Pero 
esto la adopción de acciones correctoras ya no forma parte de esta técnica [26]. 
Se descartara cada eme de la espina de pescado hasta que se determine cual o cuales 
son las que están implicadas en la inadecuada coloración del blanco, siguiendo con la 
metodología llevada usualmente en el laboratorio exceptuando cuando se analice la m 
de métodos.  
 
 
6.2 DETERMINACIÓN DE FOSFATOS 
 
6.2.1 Digestión por el método del Persulfato (sm 4500-p) 
Reactivos. 
Solución acuosa del indicador de fenolftaleína 
Solución de Ácido Sulfúrico: Adicionar lentamente 300 mL de H2SO4 concentrado a 600 
mL de agua destilada. Cuando se enfríe adicione 4.0 mL de HNO3 concentrado y aforar 
a 1L. 
Persulfato de Amonio o Persulfato de Potasio sólido 
Hidróxido de sodio 1N 
Procedimiento: Use 50 mL de muestra, adicione 1 gota del indicador fenolftaleína, si 
vira a color rosa  adicione solución de Ácido sulfúrico gota a gota hasta desaparecer el 
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color, luego adicione 1 mL de exceso de solución de Ácido sulfúrico y 0.4 g de persulfato 
de amonio o 0.5 g de persulfato de potasio. 
Hervir suavemente en una plancha de calentamiento previamente calentada por 30 o 40 
minutos o hasta que tenga un volumen final de 10 mL. Los compuestos 
organofosforadosos tales como AMP pueden requerir 1.5 a 2 horas para completar la 
digestión. Enfrié y diluya con 30 mL de agua destilada, adicionar 1 gota de indicador de 
fenolftaleína y neutralice con NaOH hasta color rosa. Alternativamente caliente por 30 
minutos en autoclave o en una olla de presión a 98 – 137 kPa. Enfríé y adicione una 
gota de indicador de fenolftaleína y neutralice con NaOH hasta color rosa. Afore a  100 
mL con agua destilada. 
Nota. En algunas muestras algún precipitado puede aparecer en esta etapa, no filtre 
para ninguna subdivisión posterior de la muestra, agita bien. El precipitado (El cual 
posiblemente es fosfato de calcio), se disuelve bajo las condiciones acidas de los 
reactivos colorimétricos de la prueba [11]. 
 
6.2.2 Método del Cloruro Estañoso (sm 4500-p d) 
Reactivos. 
Molibdato de Amonio: Disolver 25 g de (NH4)6Mo7O24 · 4 H2O en 175 mL de agua 
destilada. Cuidadosamente adicione 280 mL de H2SO4 concentrado a 400 mL de agua 
destilada, enfriar y adicione a la solución de molibdato y diluya a 1 L. 
Cloruro Estañoso: Disuelva 2.5 g frescos de SnCl2 · 2H2O en 100 mL de glicerol. Caliente 
en un baño de agua y mézclelo con varilla de vidrio para acelerar la disolución. Este 
reactivo es estable y no requiere ninguna preservación especial. 
Estándar de Fosfatos: Disuelva en agua destilada 219.5 mg de K2HPO4 y afore a 1 L; 
1.00 mL=50.0 µg PO43- - P. 
Tratamiento preliminar de la muestra: A 100 mL de la muestra que no contenga más 
de 200 µg P,  libre de color y turbiedad, adicione 0.05 ml (1 gota) de indicador de 
fenolftaleína si vira a color rosa  adicione solución de Ácido sulfúrico gota a gota hasta 
desaparecer el color, si son requeridas más de 0.25 ml (5 gotas), tome una pequeña 
muestra y diluya a 100 mL con agua destilada después de la desaparición de color con 
ácido. 
Desarrollo de color: Adicione, con mezcla completa después de cada adición, 4 mL 
del reactivo de molibdato y 0.25 ml (10 gotas) del reactivo de cloruro estañoso, la tasa 
del color desarrollada y la intensidad del color depende de la temperatura final de la 
solución, cada 1 °C produce un incremento del color alrededor del 1 %, por lo tanto 
mantener la muestras, estándares y reactivos dentro  2°C  una de la otra y el rango de 
temperatura entre 20 y 30 °C. 
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Medición del Color: Después de 10 minutos pero antes de 12 minutos, usando el 
mismo intervalo para todas las determinaciones, mida el color fotométricamente a 690 
nm y compare con la curva de calibración, usando agua destilada como blanco. 
 
Tabla 6-1Trayectoria de la luz longitudes adecuadas para diferentes intervalos de concentración 
 
 
 
Siempre prepare un blanco de reactivos y agua destilada, debido a que el color primero 
se desarrolla progresivamente y se desvanece posteriormente, mantenga iguales 
condiciones de tiempo por cada conjunto de muestras. La curva de calibración puede 
desviarse de una línea recta a las concentraciones superiores del intervalo de 0.3 a 2.0 
mg/L [12]. 
  
6.2.3 Interferencias del método  
La interferencia positiva es causada por la silica y arseniato solo si la muestra es 
calentada, la interferencia negativa es causada por el arseniato, fluoruro, torio, bismuto, 
sulfuro, tiosulfato, tiocianato o excesos de molibdato interfieren. El hierro en su forma 
ferrosa produce un color azul, pero no afecta a los resultados, si su concentración es 
menor a 100 mg/L. La interferencia de sulfuro puede eliminarse por oxidación con agua 
de bromo. Los siguientes iones no interfieren en concentraciones superiores a 1000 
mg/L Al3+, Fe3+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, Sr2+, Li+ , Na+, K+, NH4+, Cd2+, Mn2+, Pb2+, Hg2 
2+, Sn2+, Cu2+, Ni2+, Ag+, U4+, Zr4+, AsO3, Br-, CO32-, ClO4- , CN-, IO3-, SiO44-, NO3, 
NO2-, SO42-, SO32-, pirofosfato, molibdato, tetraborato, selenato, benzoato, citrato, 
oxalato, lactato, tartrato, formiato y salicilato  [1]. 
 
6.2.4 Control de Calidad del método  
Como control de calidad el standard Methods en la tabla 40-20i recomienda preparar 
una matriz fortificada en el laboratorio, una matriz fortificada por duplicado y un blanco 
fortificado.  
Se recomienda como control de calidad adicional el aseguramiento de la no 
contaminación de los reactivos mediante la prueba de coloración del cloruro estañoso 
de manera cualitativa. 
  
Intervalo aproximado de 
concentración mg/L 
Trayectoria de la luz 
cm 
0.3-2 0.5 
0.1-1 2 
0.007-0.2 10 
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6.3 ELIMINACION DEL COLOR DEL BLANCO 
Ilustración 6-1 Procedimiento para determinar posibles implicaciones de la maquinaria 
en la determinación de fosfatos 
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Ilustración 6-2 Procedimiento para determinar posibles implicaciones de la mano de obra en la 
determinación de fosfatos 
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Ilustración 6-3 Procedimiento para determinar posibles implicaciones del medio ambiente en la 
determinación de fosfatos 
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Ilustración 6-4 Procedimiento para determinar posibles implicaciones de  los materiales en la determinación 
de fosfatos 
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Ilustración 6-5 Procedimiento para determinar posibles implicaciones de los reactivos en la determinación 
de fosfatos 
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Ilustración 6-6 Procedimiento para determinar posibles implicaciones de los métodos en la determinación 
de fosfatos 
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7. ANALISIS Y RESULTADOS 
 
 
7.1 ANALISIS DE CAUSAS 
 
Ilustración 7-1 Análisis de Causas por el método de Ishikawa 
 
7.1.1 Maquinaria 
Se descarta la posible interferencia de la maquinaria puesto que ninguna interviene en 
la coloración de las muestras. 
 
7.1.2 Mano de obra 
Las posibles causas de la coloración del blanco causadas por la mano de obra son: 
 Falta de entrenamiento del personal 
 Desconocimiento de las posibles interferencias a causa de contaminación del 
método 
 Deficiencia en la preparación de reactivos 
 Manipulación inadecuada de los reactivos 
 Mala interpretación del procedimiento escrito en el método 4500-P D   del 
Standard Methods for the examination of water and wastewater edition 22 
 Mala limpieza del material 
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7.1.3 Medio Ambiente 
Las posibles causas de la coloración del blanco causadas por el medio ambiente son: 
 Diferencia en la temperatura de los reactivos 
 
7.1.4 Materiales (Reactivos, Cristalería) 
Las posibles causas de la coloración del blanco causadas por los materiales son: 
 Deficiencia en la calidad de los reactivos (impurezas) 
 Reactivos vencidos o deteriorados 
 Material contaminado con muestras 
 Material con residuo de detergentes 
 
 
7.1.5 Métodos 
Las posibles causas de la coloración del blanco causadas por los métodos son: 
 Métodos inadecuados para digestión o coloración 
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7.2  ELIMINACIÓN DEL COLOR INADECUADO DEL BLANCO 
7.2.1 Maquinaria (Equipos) 
Se descarta el posible inadecuado funcionamiento de los equipos que intervienen en el 
método puesto que cada uno cuenta con su revisión, ver Anexo N° 10-1, 2, 3. 
Balanza: Precisa XB 220ª 
Espectrofotómetro: DR 5000 
Cabina Extractora: C150X 
Se descarta que la maquinaria pueda ser la causante de la posible coloración del blanco 
puesto que ninguna influye en la coloración del blanco. 
 
7.2.2 Mano de Obra 
Para descartar errores de mano de obra el ensayo, se realizó por los diferentes analistas 
del laboratorio, dando como resultado coloración del blanco. De lo cual se puede 
concluir que la mano de obra no es el factor influyente en la coloración del blanco o se 
presenta un error sistemático de los analistas que llevan realizando el ensayo de la 
misma manera por varios años. 
Para eliminar la hipótesis del error sistemático se le pide a un analista nuevo, que siga 
estrictamente la metodología del método 4500-P D del Standard Methods for the 
examination of water and wastewater edition 22 y para realizar el ensayo dando como 
resultado blanco coloreado.  
 
7.2.3 Medio ambiente 
El método recomienda tener todos los reactivos a una misma temperatura puesto que 
las variaciones pueden influir en la coloración de las muestras y el blanco, por lo tanto 
todos los reactivos se tienen en un mismo lugar teniendo como temperatura la ambiente. 
Sin embargo para asegurarse que esto sea así se toma la temperatura de los reactivos 
a diferentes horas del día. 
Tabla 7-1 Determinacion de la variacion de temperatura entre reactivos 
 Solución ácida T(°C) 
Solución de 
Molibdato T(°C) 
Hidróxido de Sodio 
4N  T(°C) 
Solución de Cloruro 
Estañoso T(°C) 
8h00 24 24 24 24 
10h00 24 24 24 24 
12h00 25 25 25 25 
2h00 26 26 26 26 
4h00 25 25 25 25 
                                                                                                                    
40 
 
Puesto que los reactivos se mantienen a una temperatura constante entre ellos se 
descarta la posible interferencia de la temperatura en la coloración del blanco.  
 
7.2.4  Materiales (material de vidrio, Reactivos) 
El material de vidrio es lavado cuidadosamente   con jabón y agua posteriormente con 
HCl 1:1, para ser finalmente purgado en tres ocasiones con agua destilada. 
Se realizó un análisis con agua destilada siguiendo todos los pasos para la 
determinación de fosfatos, utilizando los reactivos anteriormente utilizados en el ensayo 
los cuales ya estaban preparados.   
 
Tabla 7-2  Resultados de preparación de blancos 
 
 
 
 
 
 
Se realizó la preparación de los reactivos de coloración para determinar si el tiempo de 
preparación influye en la coloración del blanco, sin cambiar la marca de los mismos. 
 
Tabla 7-3  Resultados de preparación de blancos x2 
 
 
 
 
 
 
Dado que el tiempo de preparación no es el factor influyente en la coloración del blanco, 
se supone que el problema recae en la presencia de fosfatos de alguno de los reactivos; 
se iniciara la investigación de presencia de fosfatos en los reactivos de coloración. 
Se prepararon los reactivos de coloración con marcas diferentes a las comúnmente 
utilizadas en el laboratorio cambiándola una a una. 
Reactivos 
Marca del reactivo 
principal 
Fecha de preparación Observaciones 
Solución Acida Merck 04/07/2014  
 
El blanco presenta 
coloración azul 
Persulfato de amonio Merck 
Estado sólido, listo 
para usar en el análisis 
Hidróxido de Sodio Farmitalia Carlo Erba 04/07/2014 
Solución de 
Molibdato de Amonio 
Merck 04/07/2014 
Cloruro Estañoso Mallinckroat 04/07/2014 
Reactivos 
Marca del reactivo 
principal 
Fecha de preparación Observaciones 
Solución Acida Merck 04/07/2014 
 
El blanco presenta 
coloración azul 
Persulfato de amonio Merck 
Estado sólido, listo 
para usar en el análisis 
Hidróxido de Sodio Farmitalia Carlo Erba 04/07/2014 
Solución de 
Molibdato de Amonio 
Mallinckroat 08/09/2014 
Cloruro Estañoso Mallinckroat 08/09/2014 
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Tabla 7-4 Resultados de preparación de blancos x3 
 
 
 
 
 
Tabla 7-5 Resultados de preparación de blancos x4 
Reactivos 
Marca del reactivo 
principal 
Fecha de preparación Observaciones 
Solución Acida Merck 04/07/2014 
 
El blanco no 
presenta 
coloración azul, 
pero presenta una 
leve coloración 
amarilla 
Persulfato de amonio Merck 
Estado sólido, listo 
para usar en el análisis 
Hidróxido de Sodio Farmitalia Carlo Erba 04/07/2014 
Solución de 
Molibdato de Amonio 
Mallinckroat / Merck 
08/09/2014 / 
04/07/2014 
Cloruro Estañoso Baker Analyzed 08/09/2014 
Glicerina Suministrada por UTP 
 
 
Se realizó el ensayo de fosfatos con el cloruro estañoso de marca Baker Analyzed y 
glicerina suministrada por la UTP, el molibdato de amonio con la marca Mallinckroat y 
no presento coloración azul pero si una leve coloración amarilla, se realizó el mismo 
ensayo con la solución de molibdato de amonio preparado con el molibdato de amonio 
de la marca Merck sin variar el cloruro estañoso y presento la misma coloración amarilla 
clara, descartando la posible presencia de fosfatos en el molibdato de amonio y dando 
como positivo a la posible presencia de fosfatos en el cloruro estañoso de la marca 
Mallinckroat.Puesto que el blanco ya no presentó interferencia por fosfatos pero si una 
coloración amarilla tenue, se realizaron ensayos variando el agua utilizada para el 
ensayo, se utilizó el cloruro estañoso marca Baker Analyzed, utilizando la glicerina 
suministrada por la UTP y la que se utiliza en el laboratorio de Control de Calidad del 
agua es apta para el análisis. 
La lectura de los patrones se realizó en la curva de calibración existente en el laboratorio 
hasta que se corrigió la causa de la inadecuada coloración del blanco el cual era el 
objetivo principal, cuando este objetivo fue cumplido se procedió  a realizar la nueva 
curva de calibración. 
Tabla 7-6 Datos de curva de Calibración manejada en el laboratorio en Fosfatos 
mg PO4
-3/L Absorbancia 
0 0.0 
0.2 0.133 
0.4 0.267 
0.6 0.376 
0.8 0.510 
1.0 0.649 
Reactivos 
Marca del reactivo 
principal 
Fecha de preparación Observaciones 
Solución Acida Merck 04/07/2014 
 
El blanco presenta 
coloración azul 
Persulfato de amonio Merck 
Estado sólido, listo 
para usar en el análisis 
Hidróxido de Sodio Farmitalia Carlo Erba 04/07/2014 
Solución de 
Molibdato de Amonio 
Mallinckroat 08/09/2014 
Cloruro Estañoso Mallinckroat 08/09/2014 
Glicerina Suministrada por UTP 
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Grafica 7-1 Curva de Calibración utilizada en el laboratorio en Fosfatos 
 
Para la preparación de las muestras de 1 mg PO4-3/L se contó con un patrón de partida 
de 50 mg P/L preparado seis días antes del presente ensayo. 
Tabla 7-7 Resultados de Patrones de 1mgL PO4/L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se presume que el patrón se degrado por la ausencia de coloración en la mayoría de 
las muestras. 
En la coloración al adicionar el reactivo de molibdato las muestras presentaron un color 
amarillo tenue exceptuando la que fue realizada con agua de un frasco lavador del 
laboratorio de residual, la cual fue la única que presento un leve color azul, si se continua 
con la hipótesis de que el patrón se degrado se puede concluir que esta agua aporto 
fosfatos a la muestra. 
y = 0.6407x + 0.0021
R² = 0.9991
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
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b
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rb
an
ci
a
mg PO4/L
Glicerina 
suministrada por UTP 
 
Blanco 
 
1mg PO4/L 
 
Abs [mg/L] Abs [mg/L] 
Agua recién 
destilada 
 
0.0 0.0 0.01 0.012 
Agua recién 
desmineralizada 
0.0 0.0 0.02 0.027 
Agua de frasco 
lavador residual 
0.0 0.0 0.040 0.059 
Agua Frasco 
lavador 
Potable 
0.0 0.0 0.004 0.004 
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Ilustración 7-2 Blancos de Patrones   de 1mgL 
PO4/L 
Ilustración 7-3 Coloración de Patrones de 1mgL 
PO4/L 
                                   
               
7.2.4.1 Comprobación de la posible degradación del patrón 
Cabe resaltar que las concentraciones obtenidas no serán exactas a las preparadas, 
puesto que, como aclaramos anteriormente no se realizó una curva de calibración hasta 
que no se tuvo seguridad de la no absorbancia del blanco en la longitud  de onda de 
690 nm. 
 
Para la preparación de las muestras de 1 mg PO4-3/L se contó con un patrón de partida 
de 50 mg P/L preparado mismo día de la realización del análisis.  
Los blancos no presentaron coloración amarillenta exceptuando una muy tenue en el 
blanco del frasco lavador de residual. La muestra que presenta mayor aproximación al 
patrón preparado es en la que se utiliza agua desmineralizada, las demás muestras 
presentan fosfatos por debajo de lo adicionado lo cual implicaría una posible 
interferencia causada posiblemente por el agua destilada, se evidencia que el agua 
recién destilada tiene menor interferencia a las aguas destiladas de los frascos 
lavadores o errores en el método. 
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 Tabla 7-8 Resultados de posible degradación del patrón 1 mg PO4-3/L 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Ilustración 7-4 Blancos posible degradación del 
patrón 1 mg PO4-3/L 
                                               
Ilustración 7-5 Coloración posible degradación del 
patrón 1 mg PO4-3/L 
 
En consecuencia a la adecuada intensidad de la muestra preparada con agua 
desmineralizada se realizan los siguientes ensayos 
 
Tabla 7-9 Patrón de 1 mg PO4-3/L preparados con agua desmineralizada 
Fecha Agua utilizada 
Concentración 
del Patrón 
[mg/L] 
Concentración 
en la lectura 
[mg/L] 
17/09/2014 Desmineralizada 1 0.032 
18/09/2014 Desmineralizada 1 0.020 
19/09/2014 Desmineralizada 1 0.068 
 
Glicerina 
suministrada por 
UTP 
 
 
Blanco 
 
1 mg/L 
Abs [mg/L] Abs [mg/L] 
Agua recién 
destilada 
 
0.0 0.0 0.539 0.838 
Agua recién 
desmineralizada 
0.0 0.0 0.654 1.012 
Agua de frasco 
lavador residual 0.0 0.0 0.022 0.031 
Agua Frasco 
lavador 
Potable 
0.0 0.0 -0.017 -0.029 
                                                                                                                    
45 
 
Debido a que el ensayo con agua desmineralizada no arrojo la concentración del patrón 
se repite el análisis anterior por triplicado para identificar que agua es la más adecuada. 
Para la preparación de las muestras de 1 mg PO4-3/L se contó con un patrón de partida 
de 50 mg P/L preparado minutos antes de la realización del análisis.  
Tabla 7-10 Resultados de posible degradación del patrón 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El mismo día en las horas de la tarde se repitió el ensayo con las mismas muestras de 
agua y el mismo patrón los resultados obtenidos son: 
 Tabla 7-11 Resultados de posible degradación del patrón 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Glicerina suministrada 
por el LCC 
 
Blanco 
 
1 mg/L 
Abs [mg/L] Abs [mg/L] 
Agua recién destilada 
 
0.0 0.0 0.755 1.177 
Agua recién 
desmineralizada 
0.0 0.0 0.010 0.013 
Agua de frasco 
lavador residual 
0.0 0.0 1.262 1.968 
Agua Frasco lavador 
Potable 
0.0 0.0 0.581 0.905 
Glicerina suministrada 
por el  LCC  
 
Blanco 
 
1 mg/L 
Abs [mg/L] Abs [mg/L] 
Agua recién destilada  
 0.0 0.0 0.003 0.001 
Agua recién 
desmineralizada 0.0 0.0 0.024 0.035 
Agua de frasco 
lavador residual 0.0 0.0 0.255 0.395 
Agua Frasco lavador  
Potable 0.0 0.0 0.073 0.110 
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Ilustración 7-6  Blancos posible degradación del 
patrón 1 mg PO4-3/L x2                                              
Ilustración 7-7 Coloración posible degradación del 
patrón 1 mg PO4-3/L x2 
 
Puesto que los resultados no son consecuentes se procede a cambiar la  marca de la 
sal con que se prepara el patrón dejando de utilizar la de Mallinckroat para utilizar la de 
Carlo Erba, de la  cual se posee certificado ver Anexo 10.4 
Para la preparación de las muestras de 1 mg PO4-3 /L se contó con un patrón de partida 
de 50 mg P/L preparado el día 23/09/2014  minutos antes de la realización del análisis.  
 
Tabla 7-12 Resultados de patrones con la sal de referencia de Carlo Erba 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El mismo día en las horas de la tarde se repitió el ensayo con las mismas muestras de 
agua y el mismo patrón los resultados obtenidos son: 
Glicerina suministrada 
por el LCC 
 
 
Blanco 
 
1mg  PO4-3  /L 
Abs [mg/L] Abs [mg/L] 
Agua recién 
destilada 
 
0.0 0.0 0.205 0.317 
Agua recién 
desmineralizada 
0.0 0.0 0.007 0.007 
Agua de frasco 
lavador residual 
0.0 0.0 0.018 0.025 
Agua Frasco lavador 
Potable 
0.0 0.0 0.153 0.236 
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Tabla 7-13 Resultados de patrones con la sal de referencia de Carlo Erba x2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los ensayos anteriores descartan una posible degradación del patrón, como los datos 
de las diferentes aguas no son consecuentes en los ensayos se puede considerar que 
la metodología utilizada para la determinación de los fosfatos está presentando 
inconvenientes. 
Por fines practicos se decide cambiar la metodología de la determinación de fosfatos 
puesto que el encontrar la falla de este método puede tomar tiempo y recursos que se 
encuentran limitados. 
El LCC realizó cambios en los métodos colorimétricos años atrás, sin tener mejoría en 
la calidad del blanco, regresando al método del Cloruro Estañoso, por tal razón se 
decide iniciar el cambio metodológico con la fase de digestión.  
 
 
 
 
 
 
 
Glicerina suministrada 
por el LCC 
 
 
Blanco 
 
1mg  PO4-3  /L 
Abs [mg/L] Abs [mg/L] 
Agua recién destilada 
 
0.0 0.0 0.014 0.018 
Agua recién 
desmineralizada 
0.0 0.0 0.013 0.018 
Agua de frasco 
lavador residual 
0.0 0.0 0.042 0.062 
Agua Frasco lavador 
Potable 
0.0 0.0 0.052 0.079 
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7.3.3 Cambio de metodología 
El cambio de metodología se da basado en el método 4500-P  Tabla 4500-P:I del 
Standard Methods for the examination of water and wastewater edition 22 en la que se 
presentan diferentes combinaciones de métodos de digestión y coloración realizando 
determinaciones de concentraciones en rango bajo, medio y alto en diferentes 
laboratorios calculando su error. 
La combinación de digestión con Persulfato y coloración con cloruro estañoso presenta 
menor porcentaje de error en comparación con la digestión Ácido Sulfúrico- Ácido Nítrico 
pero solo en la concentración de rango bajo, siendo menor el error de la Ácido Sulfúrico- 
Ácido Nítrico en los demás rangos. 
 La combinación de digestión Ácido Sulfúrico- Ácido Nítrico y coloración por el Cloruro 
Estañoso sin embargo presenta entre 20 laboratorios en una concentración baja (210 
µg/L)   un error del 12 %, error bajo en comparación con otras combinaciones en  este 
rango por tal razón se decide cambiar al método de digestión por el método de Ácido 
Sulfúrico- Ácido Nítrico, sin cambiar el método de coloración. 
 
7.3.3.1 Digestión por el método de Ácido Sulfúrico- Ácido Nítrico 
Mida una muestra que contenga la cantidad adecuada de fosforo (Esto es determinado 
por el método colorimétrico a utilizar). Adiciones 1 ml de ácido Sulfúrico (H2SO4) 
concentrado y 5 ml de ácido Nítrico (HNO3) concentrado.  
Digestar a un volumen de 1 ml y continúe solo hasta que la solución pierda el color del 
HNO3, enfrié y adicione 20 ml de agua destilada, una gota de fenolftaleína y la cantidad 
necesaria de hidróxido de sodio 1 N necesaria para el viraje a color rosa. Después de 
la neutralización filtre si es necesario para eliminar partículas de material orgánico 
turbiedad, afore con agua destilada en un balón de 100 ml [1].  
En el presente ensayo se toma 219.5 mg de  KH2PO4 secada a 105 °C y conservada en 
el desecador y se lleva a un litro para realizar un patrón de 1mg P/L en = 3.066 mgPO4/L 
En la digestión se adicionaron 1 mL de H2SO4 concentrado y 5 mL de HNO3, la digestión 
tubo un tiempo aproximado de 30 minutos. 
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Tabla 7-14 Patrones con digestión ácida 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Ilustración 7-8 Blancos con digestión ácida x2                                                  Ilustración 7-9 Patrones con digestión ácida x2                                        
Con los presente resultados se determinó que la glicerina que suministra el LCC está 
contaminada. 
Se puede suponer que la curva  se encuentra como fosfatos y no como fosforo 
realizando los cálculos pertinentes para la cantidad de sal utilizada, la concentración en 
fosfatos seria 3.06 mg/L valor algo cercano a los obtenidos con la glicerina suministrada 
por la UTP se debe tener en cuenta que la curva de calibración tiene concentración 
máxima de 1mg PO4 /L por lo que este dato no es acertado. 
Se recomienda repetir el ensayo realizando los patrones  de 1mg PO4-3 /L. 
 
Reactivos de coloración utilizados Abs [mg/L] Observaciones 
Solución de Molibdato de Amonio/ Merck 
/04/07/2014 
Cloruro Estañoso /Mallinckroat 
/04/07/2014/ Glicerina LCC 
1.073 1.670 
Blanco 
Coloreado 
Solución de Molibdato de Amonio/ 
Mallinckroat /08/09/2014 
Cloruro Estañoso /Mallinckroat 
/08/09/2014/ Glicerina UTP 
1.505 2.346 
Blanco 
traslucido 
Solución de Molibdato de 
Amonio/Mallinckroat / 08/09/2014 
Cloruro Estañoso/ Baker Analyzed/ 
08/09/2014 /Glicerina UTP 
1.777 2.769 
Blanco 
traslucido 
Solución de Molibdato de 
Amonio/Mallinckroat / 08/09/2014 
Cloruro Estañoso/ Baker Analyzed/ 
22/09/2014 /Glicerina LCC 
0.458 0.712 
Blanco 
Coloreado 
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Tabla 7-15  Patrones con digestión ácida patrones  de 1mg PO4-3 /L 
 
Para realizar el patrón de 1mg PO4-3 /L se tomaron 0.0720 g de la  sal KH2PO4 y se aforo 
a 1 L. En la digestión se adicionaron 1 mL de H2SO4 concentrado y 5 mL de HNO3, la 
digestión tubo un tiempo aproximado de 30 minutos, se utilizaron los mismos reactivos 
cambiando en una ocasión el molibdato de amonio con el propósito de determinar una 
variación.  
  
 Ilustración 7-10  Blancos  con digestión ácida x3                                                   Ilustración 7-11 Patrones con digestión ácida x3 
Puesto que los resultados son satisfactorios, la concentración es próxima a la esperada 
y el blanco es traslucido se procede a realizar la curva de calibración como fosforo con 
los siguientes reactivos: Solución de Molibdato de Amonio/ Mallinckroat /08/09/2014. 
Cloruro Estañoso /Mallinckroat /08/09/2014/ Glicerina UTP, antes comprobando la no 
absorbancia del blanco. 
Reactivos de coloración utilizados Abs [mg/L] Observaciones 
Solución de Molibdato de Amonio/ Merck  04/07/2014. 
Cloruro Estañoso / Mallinckroat /08/09/2014/  Glicerina 
UTP 
0.678 1.055 Blanco traslucido 
Solución de Molibdato de Amonio/ Mallinckroat 
08/09/2014. Cloruro Estañoso /Mallinckroat /08/09/2014/ 
Glicerina UTP 
0.678 1.055 Blanco traslucido 
Solución de Molibdato de Amonio/ Mallinckroat 
08/09/2014. Cloruro Estañoso /Mallinckroat /08/09/2014/ 
Glicerina UTP 
0.678 1.055 Blanco traslucido 
Solución de Molibdato de Amonio/ Mallinckroat 
08/09/2014. Cloruro Estañoso /Mallinckroat /08/09/2014/ 
Glicerina UTP 
0.678 1.055 Blanco traslucido 
   Promedio 1.055  
   Desviación 0  
   %C/V 0  
   % E 0  
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7.3.3.2 Comprobación de la no absorbancia del blanco para el método 
Para la comprobación de la no absorbancia del blanco se realizan diferentes barridos 
espectrales. 
Se realizó un barrido espectral del blanco de reactivos pasado por digestión utilizando 
como blanco de barrido espectral agua destilada con un rango de landa 190-800 
corroborando la no absorbancia en la longitud de onda de 690 nm. 
 
Ilustración 124 Barrido espectral del blanco para el ensayo de fosfatos 
Se realizan barridos espectrales de rango bajo y medio  para corroborar la absorbancia 
en 690 nm, utilizando como blanco el blanco de digestión. 
  
Ilustración 15 Barrido espectral de patrón de 0.2 mgP/L 
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Ilustración 16 Barrido espectral del patrón de 0.8 mgP/L 
 
Se realiza un barrido espectral de una muestra natural para corroborar la absorbancia 
en 690 nm y  su similitud con los patrones utilizando como blanco el blanco de digestión.   
 
Ilustración 17 Barrido espectral de muestra natural 
 
Con los espectros anteriores podemos corroborar que el blanco no absorbe a los 690 
nm, indicando que el blanco es apropiado para la realización del análisis pues no 
presentara interferencia ante las muestras que se leen a una longitud de onda unica. 
Se corrobora la absorción de los patrones tanto como de las muestras naturales en 690 
nm. 
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7.3.4 Curva de calibración   
 Estándar de Fosfatos: Disuelva en agua destilada 219.5 mg de K2HPO4  secos a 
105 °C  y afore a 1 L; 1.00 mL=50.0 µg PO43- - P. 
 
 Soluciones patrón de Fosforo: Preparar 100 ml de un patrón de 10 mg P/L 
tomando 20 ml del patrón de 50 mg P/L, para preparar la curva de calibración. 
 
 
Tabla 7-16 Preparación de la curva de calibración inicial 
Concentración 
(mgP/L) 
 
Volumen del patrón de 10 
mgP/L 
Volumen de aforo 
0.2 1 50 
0.4 2 50 
0.6 3 50 
0.8 4 50 
1.0 5 50 
 
 
Tabla 7-17 Curva de Calibración 1 con digestión ácida  
mg P/L Absorbancia 
0 0 
0.2 0.418 
0.4 0.848 
0.6 1.228 
0.8 1.636 
1.0 2.048 
 
 
 
y = 2.0391x + 0.0101
R² = 0.9998
0
0.5
1
1.5
2
2.5
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
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b
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mgP/L
Curva de Calibracion P
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Grafica 7-1 Curva de Calibración 1 con digestión ácida 
 
Ilustración 7-13 Curva de Calibración 1 con digestión ácida 
 
Debido a que en el LCC se analizan fosfatos en muestras de agua residual y agua 
tratada se decide trabajar con dos curvas de calibración una de rango bajo para las 
muestras de agua tratada y una de rango alto para las muestras de agua residual.  
 
7.3.4.1 Rango Bajo 
 Estándar de Fosfatos: Disuelva en agua destilada 219.5 mg de K2HPO4  secos a 
105 °C  y afore a 1 L; 1.00 mL=50.0 µg PO43- - P. 
 
 Soluciones patrón de Fosforo: Preparar 500 ml de un patrón de 1 mg P/L 
tomando 10 ml del praton de 50 mg P/L, para preparar la curva de calibración. 
 
Tabla 7-18 Preparación de la curva de calibración rango bajo 
 
Concentración 
(mgP/L) 
 
Volumen del patrón de 1 
mgP/L 
Volumen de aforo 
0.05 5 100 
0.10 10 100 
0.15 15 100 
0.25 20 100 
0.30 25 100 
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Tabla 7-19 Curva de Calibración 2 con digestión ácida. Rango bajo 
mg P / L Absorbancia 
0,00 0,00 
0,05 0,114 
0,10 0,228 
0,15 0,33 
0,25 0,54 
0,35 0,753 
 
 
Grafica 7-2 Curva de Calibración 2 con digestión ácida. Rango bajo 
7.3.4.2 Rango alto 
 Estándar de Fosfatos: Disuelva en agua destilada 219.5 mg de K2HPO4  secos a 
105 °C  y afore a 1 L; 1.00 mL=50.0 µg PO43- - P. 
 Tabla 7-20 Preparación de la curva de calibración rango bajo 
 
 
Concentración 
(mgP/L) 
 
Volumen del patrón de 50 
mgP/L 
Volumen de aforo 
0.5 1 100 
1.0 2 100 
1.5 3 100 
2.0 4 100 
2.5 5 100 
3.0 6 100 
 
y = 2.1388x + 0.0067
R² = 0.9997
0.00
0.10
0.20
0.30
0.40
0.50
0.60
0.70
0.80
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
A
b
so
rb
an
ci
a
mg P / L
Curva de rago bajo
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Tabla 7-21 Curva de Calibración 3 con digestión ácida. Rango alto 
 
mg P / L Absorbancia 
0,0 0,0 
0,5 1,042 
1,0 2,076 
1,5 2,644 
2,0 2,903 
2,5 3,152 
3 3,046 
 
 
Grafica 7-3 Curva de Calibración 3 con digestión ácida. Rango alto 
 
 
7.3.4.3 Curva Integrada 
 Estándar de Fosfatos: Disuelva en agua destilada 219.5 mg de K2HPO4  secos a 
105 °C  y afore a 1 L; 1.00 mL=50.0 µg PO43- - P. 
 
 Soluciones patrón de Fosforo: Preparar 100 ml de un patrón de 10 mg P/L 
tomando 20 ml del patrón de 50 mg P/L, para preparar la curva de calibración. 
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Tabla 7-22 Preparación de la curva de calibración integrada 
Concentración 
(mgP/L) 
 
Volumen del patrón de 10 
mgP/L 
Volumen de aforo 
0.05 0.5 100 
0.1 0.5 50 
0.2 1 50 
0.4 2 50 
0.6 3 50 
0.8 4 50 
1.0 5 50 
 
Analizando ambas curvas de calibración podemos concluir que el método tiene una 
linealidad hasta una concentración aproximada de 1 mg P / L en concentraciones 
mayores no cumple con la ley de Beer. Por lo tanto se realiza una curva con los mismos 
puntos de la gráfica 6-2 incluyendo  los puntos 0.05 mg P / L  y 0.1 mg P / L con el fin 
de dar mayor sensibilidad a las concentraciones bajas. 
Tabla 7-23 Curva de Calibración 4 con digestión ácida. Medición con probeta 
mg P/ L Abosrbancia 
0,00 0,00 
0,05 0,109 
0,10 0,215 
0,20 0,436 
0,40 0,849 
0,60 1,236 
0,80 1,613 
1,00 1,985 
 
 
Grafica 7-4 Curva de Calibración 4 con digestión ácida. Medición con probeta 
 
y = 1.9891x + 0.0222
R² = 0.9992
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El volumen de 50 ml tomados de cada patrón para la digestión se tomaron con probeta  
de 50 ml grado A, puesto que es el material utilizado cotidianamente en el laboratorio, 
con el fin de determinar si esta práctica es adecuada se realizó una curva de calibración 
con los mismos puntos utilizando como elemento de medición una pipeta volumétrica 
de 50 ml grado A. 
Tabla 7-24 Curva de Calibración 5 con digestión ácida. Medición con pipeta volumétrica 
mg P/ L Abosrbancia 
0 0 
0,05 0,107 
0,1 0,209 
0,2 0,411 
0,4 0,833 
0,6 1,184 
0,8 1,586 
1 1,994 
 
 
 
 
Grafica 7-5 Curva de Calibración 5 con digestión ácida. Medición con pipeta volumétrica 
 
Con el fin de determinar que no hay diferencia significativa para fines prácticos en el 
laboratorio se determina el porcentaje de error tomando como dato teórico los datos de 
la pipeta volumétrica, dichos porcentajes de error deben ser menores al 5% porcentaje 
aceptado en el LCC en sus análisis. 
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Tabla 7-25 Determinación de la posible diferencia entre la curva con pipeta y con probeta 
mg P/ L probeta pipeta % Error 
0.00 0.00 0 0.00 
0.05 0.109 0.107 1.87 
0.10 0.215 0.209 2.87 
0.20 0.436 0.411 6.08 
0.40 0.849 0.833 1.92 
0.60 1.236 1.184 4.39 
0.80 1.613 1.586 1.70 
1.00 1.985 1.994 0.45 
  Promedio 2.76 
 
Con base al porcentaje de error permitido en el LCC  menor o igual  al 5% y el promedio 
de error entre las dos curvas = 2.76 % podemos afirmar  que las curvas no son 
significativamente diferentes. Por lo tanto por fines prácticos el LCC decide utilizar la 
curva realizada con probeta para sus posteriores análisis de calidad del agua.  
 
7.4 CINÉTICA DE LA COLORACIÓN 
Los métodos normalizados de análisis de agua tratada y residual recomienda que el 
tiempo de coloración sea mínimo 10 minutos y máximo 12, para comprobar dicho tiempo 
de coloración en el laboratorio se realiza la lectura de un patrón de 0.2 mg P /L en el 
transcurso de 20 minutos. 
Tabla 7-26 Cinética de Coloración 
Tiempo 
(min) 
Absorbancia 
4 0,405 
6 0,406 
8 0,407 
10 0,410 
12 0,411 
14 0,408 
16 0,407 
18 0,406 
20 0,403 
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Grafica 7-6 Cinética de Coloración 
 
De la cinética de la coloración anterior podemos confirmar que el rango de medición se 
encuentra entre 10 y 12 minutos, aproximándose más a 12 minutos su máxima 
absorbancia. 
 
7.5 CONTROL DE JABONES 
En el proceso de adecuación del método se adquirió un jabón libre de fosfatos puesto 
que los que se encontraban en el laboratorio posiblemente si los contenían para 
determinar las interferencias que estos jabones podrían adicionarle al método se le 
realizan análisis a los diferentes jabones utilizados en el laboratorio además del 
adquirido recientemente.  
Cada prueba tenía un blanco de referencia, todo material utilizado en el análisis fue 
lavado con su  jabón correspondiente. 
 
 Tabla 7-27 Resultados de control de jabones 
 
JABÓN 
POTABLE 
JABÓN 
RESIDUAL 
DETERSIN 
[mg P / L] 0,008 0,705 -0,007 
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Ilustración 7-14 Resultados de control de jabones 
 
De los resultados anteriores podemos concluir que el jabón utilizado en el laboratorio de 
residual presenta altas concentraciones de fosfatos pero al estar su blanco de referencia 
incoloro se descarta la interferencia con un excelente lavado de material. Los otros dos 
jabones no aportan significativamente fosfatos al método sin embargo el lavado del 
material que se utilice en el ensayo debe ser estricto.  
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7.6 CONFIRMACIÓN DE LA OPERACIÓN DEL MÉTODO NORMALIZADO 
La confirmación del método se realizara siguiendo con los procedimientos establecidos 
en el laboratorio de control de calidad del agua de Aguas y Aguas de Pereira 
 
7.6.1 Instrucciones para determinar los atributos   
 
       
1. Preparar solución madre de un patrón si se requiere    
2. Preparar las soluciones de trabajo que requiera.    
3. Determinar:      
       
Tabla 7-28  Instrucciones para determinar los atributos 
LIMITE DE 
DETECCION 
LIMITE DE 
CUANTIFICACIÓN 
EXACTITUD REPRODUCIBILIDAD REPETIBILIDAD RECUPERACIÓN LINEALIDAD 
Prepare 
como 
mínimo 6 
muestras 
de blancos 
en los 
procedimie
ntos que lo 
requieran. 
Haga las 
mediciones.  
 
LD = (3 x s) 
LC = (10 x s) 
 
Prepare como 
mínimo 6 
patrones de 
concentración 
más baja, de 
acuerdo a la 
ecuación 
anterior.  
Haga las 
mediciones. El 
límite de 
detección será la 
menor 
concentración 
que se pueda 
cuantificar, que 
tenga 
repetibilidad y 
cumpla con %CV 
Prepare 
como 
mínimo 6 
patrones de 
concentraci
ón: baja. 
Media y 
alta.   Haga 
las 
mediciones 
Con dos analistas 
prepare cada uno, 
mínimo 6 patrones 
de concentración 
según criterio de 
evaluación  haga las 
mediciones.  
Cuando es el mismo 
analista se hacen las 
mediciones en dos 
días diferentes. 
Tome muestras 
de agua y 
realice el 
ensayo como 
mínimo 6 
veces.  Haga 
las mediciones 
Prepare como 
mínimo 6 
muestras 
naturales con 
adición de un 
estándar de 
concentración 
baja 
Prepare 
como 
mínimo 6 
patrones de 
la misma 
concentraci
ón con los 
que se hizo 
la curva y 
léalos, 
grafique los 
valores 
teóricos 
frente a los 
datos 
obtenidos, 
determine la 
línea de 
tendencia, la 
ecuación de 
la curva y el 
coeficiente 
de relación. 
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7.6.2  Análisis estadísticos de los resultados 
 
Sea: 
n =   Número de datos obtenidos  
 
 
Para los valores del patrón utilizado, se tendrán en cuenta para verificar la trazabilidad 
de los datos, los valores reportados como incertidumbre en los certificados de los 
materiales de referencia,  y los valores de desviación estándar y/o coeficiente de 
variabilidad en el método estandarizado. 
 
 
 
Ecuación 7-1   S = Desviación Estándar 
 
Ecuación 7-2  LD = Límite de Detección   
 
 
 
Ecuación 7-3  LC = Límite de Cuantificación 
 
Ecuación 7-4  x =   Promedio 
 
Ecuación 7-5  CV = Coeficiente de Varianza 
 
Ecuación 7-6  %E = Porcentaje de error 
 
 
Ecuación 7-7 %R = Porcentaje de Recuperación   
 
 
Ecuación 7-8 concentración para muestras 
adicionadas 
Cs = (Cm*Vm)+ (Ca*Va) 
(Vm + Va) 
 
 
 
Cs:    Concentración de recuperación o de la 
solución final. 
Va: Volumen de patrón adicionado; Ca: 
Concentración de patrón adicionada 
Vm: Volumen de muestra natural; Cm: 
Concentración en la muestra natural. 
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7.6.3 Reporte de datos  
 
Fecha                                29/12/2014 
Atributo del  método        LD 
Patrón Real                       0,0 mg P/L  
Volumen                           50 ml 
 
 
 
Fecha                                07/10/2014 
Atributo del método       LC 
Patrón Real                      0,05mg P/L 
Volumen                           50 ml 
 
Numero Absorbancia Concentración 
1 0,117 0,051 
2 0,113 0,049 
3 0,111 0,048 
4 0,112 0,048 
5 0,116 0,05 
6 0,11 0,047 
 Promedio 0,0488 
 
Desviación 
estandar 
0,0015 
 % C/V 3,0143 
 % Error 2,33 
 
 
 
 
Número Absorbancia Concentración LD EN P LC EN P LD EN PO4 LC EN PO4 
1 0,000 -0,011 0,0045 0,015 0,014 0,046 
2 -0,002 -0,012     
3 0,001 -0,01     
4 -0,006 -0,014     
5 0,001 -0,011     
 Promedio -0,0116     
 
Desviación 
estandar  
0,0015 
    
 % C/V -13,0739     
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Fecha                                03/10/2014 
Atributo del  método        Exactitud  
Patrón Real                       0.3 mg P/L  
Volumen                           50 ml 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 0,658 0,318 
2 0,645 0,311 
3 0,632 0,305 
4 0,64 0,309 
5 0,627 0,302 
   
 Promedio 0,3090 
 
Desviación 
estandar 
0,0061 
 % C/V 1,9818 
 % Error 3,00 
 Cumple   
 
 
 
 
 
Fecha                                04/10/2014 
Atributo del  método        Exactitud 
Patrón Real                       0.5 mg P/L 
Volumen                           50 ml 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 1,031 0,501 
2 1,038 0,504 
3 1,072 0,521 
4 1,024 0,497 
5 1,038 0,504 
   
 Promedio 0,5054 
 
Desviación 
estandar 
0,0082 
 % C/V 1,6249 
 %Error 1,08 
 Cumple   
 
 
 
 
 
 
 
Fecha                                03/10/2014 
Atributo del  método        Exactitud 
Patrón Real                       0.6 mg P/L 
Volumen                           50 ml 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 1,227 0,597 
2 1,183 0,575 
3 1,197 0,582 
4 1,196 0,582 
5 1,193 0,58 
6 1,216 0,61 
 Promedio 0,5877 
 
Desviación 
estandar 
0,0132 
 % C/V 2,2438 
 % Error 2,06 
 Cumple   
 
 
 
 
 
Fecha                                   23/10/2014 
Atributo del  método Reproducibilidad 
Patrón Real                         0.5 mg/L 
Volumen                              50 ml 
 
 
 
 
 
 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 1,008 0,490 
2 1,016 0,493 
3 1,008 0,490 
4 1,049 0,509 
5 1,014 0,492 
6 1,015 0,493 
 Promedio 0,4945 
 
Desviación 
estandar 
0,0080 
 % C/V 1,6266 
 % Error 1,1 
 Cumple   
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Fecha                                04/10/2014 
Atributo del  método        Exactitud 
Patrón Real                       0.9 mg P/L 
Volumen                           50 ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 1,822 0,889 
2 1,843 0,889 
3 1,761 0,858 
4 1,849 0,901 
5 1,843 0,899 
6 1,835 0,895 
 Promedio 0, 8885 
 
Desviación 
estandar 
0,0157 
%C/V 1,7721 
%Error 1,28 
Cumple   
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Fecha                              07/10/2014 
Atributo del método      Repetibilidad 
Patrón Real                    Boquia 
Volumen                         50 ml 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 0,05 0,020 
2 0,058 0,023 
3 0,046 0,018 
4 0,048 0,019 
5 0,044 0,017 
   
 Promedio 0,0194 
 
Desviación 
estandar 
0,0021 
 % C/V 10,6141 
 Cumple   
 
 
 
 
Fecha                                07/10/2014 
Atributo del método       Recuperación 
Patrón Real                      Boquia                           
                                          Dopada  
                                      Con 0.3 mg P/L 
Volumen                           50 ml 
 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 0,682 0,33 
2 0,649 0,314 
3 0,67 0,324 
4 0,712 0,344 
5 0,673 0,325 
   
 Promedio 0, 3274 
 
Desviación 
estandar 
0,0098 
 % C/V 2,9902 
 Cumple   
 
 
Fecha                              21/10/2014 
Atributo del método      Repetibilidad 
Patrón Real                    Cruda PC 
Volumen                          50 ml 
Número Absorbancia Concentración 
1 0,413 0,198 
2 0,490 0,236 
3 0,435 0,209 
4 0,424 0,203 
5 0,482 0,232 
6 0,432 0,207 
 Promedio 0,2142 
 
Desviación 
estandar 
0,0159 
 % C/V 7,4088 
 Cumple   
 
 
 
Fecha                                21/10/2014 
Atributo del método        Repetibilidad 
Patrón Real                       Laguna PC       
Volumen                           50 ml 
 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 0,217 0,102 
2 0,233 0,11 
3 0,221 0,104 
4 0,222 0,104 
5 0,216 0,101 
6 0,234 0,11 
 Promedio 0,1052 
 
Desviación 
estandar 
0,0039 
 % C/V 3,7274 
 Cumple   
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Fecha                             22/12/2014 
Atributo del  método    Repetibilidad 
Patrón Real                   Calarca 
Volumen                        50 ml 
 
 
 
 
 
 
 
Fecha                               06/10/2014 
Atributo del  método       Repetibilidad 
Patrón Real                      El calvario 
Volumen                           4 ml 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 0,339 0,159 
2 0,365 0,172 
3 0,335 0,157 
4 0,31 0,145 
5 0,303 0,141 
6 0,301 0,14 
 Promedio 0,1523 
 
Desviación 
estandar 
0,0125 
 % C/V 8,2376 
 Cumple   
 
 
 
 
 
 
 
Fecha                                07/10/2014 
Atributo del  método    Estabilidad de                           
                                       La muestra 
Patrón Real                   El calvario 
Volumen                        4 ml 
 
 
 
 
 
 
 
Fecha                                06/10/2014 
Atributo del  método       Repetibilidad 
Patrón Real                      Cruda Otún 
Volumen                           50 ml 
 
Número Absorbancia Concentración 
1 0,083 0,031 
2 0,078 0,028 
3 0,075 0,027 
4 0,08 0,029 
5 0,072 0,025 
6 0,078 0,029 
 Promedio 0,0282 
 
Desviación 
estandar 
0,0020 
 % C/V 7,2470 
 Cumple   
Número Absorbancia Concentración 
1 0,032 0,005 
2 0,034 0,006 
3 0,034 0,006 
4 0,031 0,005 
5 0,032 0,005 
6 0,034 0,006 
 Promedio 0,0055 
 
Desviación 
estandar 
0,0005 
 % C/V 9,9586 
 Cumple   
Numero Absorbancia Concentración 
1 0,316 0,148 
2 0,314 0,147 
3 0,34 0,16 
4 0,368 0,174 
5 0,33 0,155 
6 0,33 0,155 
 Promedio 0,1565 
 
Desviación 
estandar 
0,0099 
 % C/V 6,2964 
 Cumple   
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8. CONCLUSIONES 
 
 Se corrigió la coloración inadecuada del blanco al eliminar la contaminación de los 
reactivos. 
 Se realizaron diversos análisis de Fosfatos variando los reactivos implicados en la 
técnica, determinando que la Glicerina utilizada por el LCC estaba contaminada. 
 Se determinó que la marca de los reactivos presentes en el LCC no influían en la 
coloración del blanco más si su mala manipulación.  
 Se evidencio la alta probabilidad de contaminación de los reactivos por pipeteo, 
puesto que la determinación de Fosfatos se realiza en el Laboratorio en el que se 
realizan análisis de calidad a muestras residuales sin separación pipetas  para 
reactivos y para muestras. 
 Se cambió el método de digestión para la conversión del fosforo total a Ortofosfatos  
puesto que el método empleado anteriormente no estaba dando los resultados 
esperados. 
 La nueva digestión empleada fue la digestión Ácido Nítrico - Ácido Sulfúrico, sin 
cambiar el método de coloración (Cloruro Estañoso) puesto que esta combinación 
presenta menos errores en la tabla 4500 P:I presentada en el método 4500- P del 
Standard Methods for the examination of water and wastewater edition 22 en la que 
se emplean diferentes combinaciones de métodos de digestión y coloración.  
 Se realizó la confirmación del método normalizado para la determinación de 
Fosfatos por el Método de Cloruro Estañoso con la digestión Ácido Nítrico - Ácido 
Sulfúrico. En la que se encontró que las concentraciones por debajo del límite de 
cuantificación 0.5 mg P/L y las concentraciones por encima de 1mgP/L no presentan 
linealidad incumpliendo con la ley de Beer,  pesto que estas concentraciones 
necesitan trayectorias de luz diferentes (Tabla 6-1) por lo tanto las concentraciones 
menores a 0.05 mgP/L y mayores a 1 mgP/L no se incluyeron en la confirmación.  
 Las concentraciones de confirmación son válidas para aguas crudas y residuales, 
para la determinación de agua potable se debe disponer de una celda con 
trayectoria de luz de 10 cm. 
 Las concentraciones contempladas en el rango de 0.05 mgP/L - 1 mgP/L, cumplen 
con las especificaciones que exige el LCC para confirmar un método.  
 
                                                                                                                    
70 
 
 Con las modificaciones realizadas en el presente trabajo de grado se obtuvo  una 
calificación de  satisfactorio en las pruebas PICCAP para el análisis de Fosfatos con 
una muestra en el punto diana y la otra con una Z=-0.03.  
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9. RECOMENDACIONES 
 
 Se sugiere el uso de dosificadores o pipetas exclusivas para la determinación de 
Fosfatos con el fin de evitar la contaminación.  
 El Standard Methods sugiere llevar la digestión hasta un volumen de 1 mL, se 
recomienda para lograr este volumen suspender la digestión en el momento en que 
la solución para de ebullir y produce humos blancos. 
 Repetir las digestiones que en la neutralización gasten un volumen mayor  
aproximado de 15 ml de NaOH 4N, si este proceso toma más de 15 ml la digestión 
no se llevó a cabo por completo y sus resultados de concentración de Fosfatos 
pueden ser menores.   
 El lavado del material con HCL 1:1 es indispensable puesto que los fosfatos se van 
acumulando en el material y estos causan leves coloraciones en el blanco, se 
recomienda antes de realizar el ensayo adicionar 1 ml de este ácido, llenar con agua 
destilada, dejar en reposo y enjuagar con agua destilada.  
 La lectura de la solución coloreada debe ser estrictamente en el intervalo de 10 a 
12 minutos puesto que antes no ha llegado a su máximo de absorbancia y después 
disminuye, arrojando datos erróneos. 
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11. ANEXOS 
11.1  CERTIFICADO Y CALIBRACIÓN DE BALANZA PRECISA XB 200A
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11.2   REVISIÓN EXTERNA E INTERNA DE CABINA EXTRACTORA C150 X 
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11.3 INFORME DE MANTENIMIENTO Y CALIBRACIÓN DEL ESPECTROFOTÓMETRO 
DR 5000 
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11.4 CERTIFICADO DE LA SAL DE REFERENCIA (KH2PO4) 
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